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論 文 内 容 の 要 旨 
【研究目的】 
 炎症に起因する症状の中で痛みは最も苦痛が大きく、痛みの緩和は治療上の最優先課題である。炎症性疼痛の効果
的な鎮痛をめざすには、その病態を正確に理解する必要があるが、炎症性疼痛の分子メカニズムはほとんど解明され
ていない。炎症部位では様々な炎症性メディエーターが産生され、疼痛の誘発に深く関与していると考えられている。
炎症性メディエーターのひとつであるプロトンは古くから発痛物質の一つであることが示唆されてきたが、その作用
機序は全く不明であった。近年、カプサイシン受容体として同定された Transient Receptor Potential Vanilloid 
Subtype1（TRPV1）が酸受容体としても機能することが明らかにされた。TRPV1 は侵害受容神経に発現しているこ
とから、プロトンは TRPV1 の活性化を介して炎症性疼痛を誘発している可能性が推察される。本研究においては、
炎症性疼痛における TRPV1 の役割について、生理学的ならびに生化学的な検討を行った。 
【材料および方法】 
１. 炎症性疼痛モデルマウスの作製と疼痛行動の評価 
 ８週齢雄性野生型 C57BL/6J マウス、TRPV1 欠損マウスならびに TRPV4 欠損マウスの右後肢足底に Complete 
Freund’s Adjuvant（CFA）を接種することにより炎症を惹起し、炎症性疼痛モデルとした。疼痛行動は、プランタ
ーテストによる温熱性痛覚過敏、ならびにグリップフォーステストによる機械刺激性痛覚過敏の評価により解析した。 
２. 末梢神経および脊髄における疼痛関連分子の発現の解析 
 CFA 投与１日後のマウスに４％パラホルムアルデヒド溶液による灌流固定を施した後、後根神経節（DRG）およ
び脊髄を採取し、凍結切片を作成した。DRG においては疼痛マーカーであるカルシトニン遺伝子関連ペプチド
（CGRP）の発現、脊髄においては神経活動性の指標である c-Fos の発現をそれぞれ免疫組織化学的に検索し、陽性
細胞数を顕微鏡下で計数した。 
３. CGRP 発現に関与する細胞内シグナル経路の解析 
 TRPV1 を安定発現させたラット DRG 様細胞株 F-11（F-11/TRPV1）を用いて、CGRP 遺伝子のプロモーター活
性を指標に、酸刺激により誘導される CGRP 発現制御に関与する細胞内シグナル経路を解析した。 
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４. 末梢神経細胞の初代培養と CGRP 分泌の解析 
 ８適齢 SD ラットより DRG を摘出し、コラゲナーゼおよびトリプシン処理を行った後、密度勾配遠心分離法によ
り末梢神経細胞を分離した。３日間培養後に酸刺激を加え、培養液中に分泌された CGRP を ELISA 法により定量し
た。 
【結果】 
１. 炎症性疼痛モデルにおける疼痛行動の評価 
 野生型マウスでは、CFA 接種側において接種１日後をピークとする温熱性痛覚過敏が認められ、この痛覚過敏はプ
ロトンポンプ阻害剤バフィロマイシン A1 投与により軽減された。一方、TRPV1 遺伝子欠損マウスでは CFA による
温熱性痛覚過敏は誘発されなかったが、TRPV4 欠損マウスでは野生型と同様に温熱性痛覚過敏を示した。また、い
ずれのマウスにおいても機械刺激に対しては同程度の痛覚過敏を示した。 
２. 末梢神経および脊髄における疼痛関連分子の発現解析 
 野生型マウスならびに TRPV4 欠損マウスでは、CFA 接種側の DRG において炎症性疼痛マーカーCGRP の発現が
増加していたが、TRPV1 欠損マウスでは CGRP の発現増加は見られなかった。脊髄における c-Fos の発現も CFA 接
種側で有意な増加を認めたが、各マウス間での相違は見られなかった。 
３. CGRP 発現に関与する細胞内シグナル経路の解析 
 酸刺激は CGRP 遺伝子のプロモーター活性を増加させた。さらに詳細な検討の結果、この作用は転写開始点の約
250 bp 上流に存在する cAMP 応答配列（CRE）を介して調節されていることが明らかとなった。また、酸刺激は転
写因子 CRE 結合タンパク質（CREB）のリン酸化を誘導すること、この作用は TRPV1 のアンタゴニスト
Iodoresiniferatoxin（I-RTX）、あるいはカルシウム/カルモジュリン依存性プロテインキナーゼⅡ（CaMKⅡ）特異的
阻害剤 KN-93 により抑制されることが明らかとなった。 
４. 末梢神経細胞の初代培養と CGRP 分泌の解析 
 培養が困難とされている末梢神経細胞の初代培養に成功した。この初代培養 DRG 細胞において、酸刺激により培
養液中に分泌される CGRP 量が増加した。この作用は I-RTX により抑制された。 
【考察および結論】 
 本研究結果より、炎症性疼痛の発症には、炎症局所に放出されたプロトンと、その受容体である TRPV1 が重要な
役割を演じていることが示された。また、プロトンによる TRPV1 の活性化は、転写因子 CREB の転写活性促進を介
した神経ペプチド CGRP の産生、ならびに CGRP の細胞外への分泌を促進することが示された。以上の結果は、炎
症性疼痛の分子メカニズムを理解し、新たな治療戦略を考案する上で有用な知見になると考えられる。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 本研究は炎症性疼痛の分子メカニズムの解明を目的とするものである。 
 本研究により、炎症部位に放出されるプロトンによる pH の低下、その刺激により発現、活性が促進される酸感受
性受容体 TRPV1、さらに TRPV1 の活性化を介した転写因子 CREB の転写活性の上昇、ならびに発痛物質として知
られる神経ペプチド CGRP の産生および分泌の増加が連動して炎症性痛覚過敏誘発において重要な役割を演じるこ
とが明らかとなった。 
 これらの知見は炎症性疼痛に対して効果的な鎮痛を考える上で有用な科学的情報を提供するものであり、博士（歯
学）の学位授与に値すると認める。 
